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(54) Title: TRANSGENIC PLANTS WHICH PRODUCE ISOMALT 

(54) Bezeichnung: ISOMALT PRODUZIERENDE TRANSGENE PFLANZE 


(57) Abstract: The invention relates to a transgenic plant, which can produce isomaltulose, to a transgenic plant, which can produce 
6-O-a-D-glucopyranosyl-D-sorbitol, to a transgenic plant, which can produce 1-O-a-D-glucopyranosyl-D-mannitol and to a trans- 
t""^ genie plant, which can produce a mixture of 1,6-GPS and 1,1 -GPM. The invention also relates to breeding and harvest material of 
these plants and to methods for producing said transgenic plants. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft eine transgene Pflanze, die Isomaltulose erzeugen kann, eine transgene 
Pflanze, die 6-O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit erzeugen kann, eine transgene Pflanze, die 1-O-oc-D-Glucopyranosyl-D-mannit er- 
zeugen kann, eine transgene Pflanze, die ein Gemisch aus 1,6-GPS und 1,1 -GPM erzeugen kann, Vermehrungs- und Erntematerial 
)^ dieser Pflanzen sowie Verfahren zur Erzeugung dieser transgenen Pllanzen. 
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Isomalt produzierende transgene Pflanze 


5 Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine transgene 
Pflanze, die Isomaltulose erzeugen kann, eine 
transgene Pflanze, die 6-O-a-D-Glucopyranosyl-D- 
sorbit (im Folgenden 1,6-GPS) erzeugen kann, eine 

10 transgene Pflanze, die 1 -O-a-D-Glucopyranosyl-D- 
mannit (im Folgenden 1,1-GPM) erzeugen kann r eine 
transgene Pflanze, die ein Gemisch aus 1,6-GPS und 
1,1-GPM erzeugen kann, Vermehrungs- und Erntemate- 
rial dieser Pflanzen sowie Verfahren zur Erzeugung 

15 dieser transgenen Pflanzen. 

Aus der DE 44 14 185 CI sind Saccharose-Isomerasen 
(z.B. aus den Mikroorganismen Protaminobacter 
rubrurn und Erwinia rhapontici) bekannt, die die 
glycosidische Bindung zwischen den Monosacchari- 

20 deinheiten von Saccharose isomerisieren und dadurch 
die Umwandlung von Saccharose zu Isomaltulose und 
Trehalulose katalysieren konnen. In dieser Druck- 
• schrift werden die die Saccharose-Isomerase codie- 
renden DNA-Sequenzen sowie damit transf ormierte 

25 Zellen beschrieben. 

Auch Verfahren zur Herstellung von Palatinit® 
(auch Isomalt oder hydrierte Isomaltulose genannt) , 
einem nahezu aquimolarem Gemisch aus 1,6-GPS und 
1,1-GPM, sowie seiner Einzelkomponenten 1,1-GPM und 
30 1,6-GPS aus Saccharose sind bekannt, die eine enzy- 
matische Umwandlung von Saccharose zu Isomaltulose 
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und anschlieftend eine chemische Hydrierung der er- 
halteneir Isomaltulose zu den beiden Stereoisomeren 
1,6-GPS und 1,1-GPM umfassen. So offenbart Schiweck 
(alimenta 19 (1980), 5-16) ein Verfahren zur Gewin- 
5 nung von Palatinit®, wobei das Verfahren die enzy- 
matische Umsetzung von Saccharose zu Isomaltulose 
und die anschlieiiende Hydrierung der isolierten 
Isomaltulose an' Raney-Nickel-Katalysatoren umfasst. 
Dabei erfolgt die Umwandlung von Saccharose zu Iso- 

10 maltulose mittels des Mikroorganismus Protaminobac- 
ter rubrum und die auf diesem Weg gewonnene Isomal- 
tulose wird in Gegenwart von Raney-Nickel-Kata- 
lysatoren durch Hydrierung zu 1,6-GPS und 1,1-GPM 
umgewandelt und anschlieftend mittels Verdampf ungs- 

15 und Kiihlungskristallisationsverf ahren angereichert . 

In der EP 0 625 57 8 Bl werden Verfahren zur Gewin- 
nung von 1,1-GPM und 1,6-GPS enthaltenden Zuckeral- 
koholgemischen beschrieben, bei denen zunachst Sac- 
charose enzymatisch in ein Isomaltulose- und Treha- 
20 lulose-haltiges Gemisch umgewandelt und das dabei 
erhaltene Produkt katalytisch zu einem 1,1-GPM, 
1, 6-GPS und 1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit 

(1,1-GPS) enthaltenden Gemisch hydriert wird. 

In der DE 195 23 008 Al wird ein Verfahren zur Her- 
25 stellung von Gemischen aus 1,1-GPM und 1,6-GPS of- 
fenbart, das die Hydrierung von Isomaltulose bei 
Drucken von unter 50 Atmospharen unter Verwendung 
von Ruthenium, Nickel oder deren Mischungen enthal- 
tenden Katalysatoren umfasst. 


30 
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In der DE 197 01 439 Al werden Verfahren zur Hy- 
drierung von Isomaltulose mittels eines tragerge- 
bundenen Nickelkatalysator s offenbart, wobei Ge- 
mische aus 1,6-GPS und 1,1-GPM erhalten werden. 

5 Die DE 197 05 664 Al offenbart Verfahren zur Her- 
stellung von 1,6-GPS- oder 1,1-GPM- angereicherten 
Gemischen aus hydrierter Isomaltulose. Ein in die- 
ser Druckschrift beschriebenes Verfahren umfasst 
• die Herstellung 1,6-GPS- und/oder 1 , 1-GPM-ange- 

10 reicherter Gemische ' aus hydrierter Isomaltulose 
oder aus hydrierter Isomaltulose enthaltenden Ge- 
mischen. Mittels Auf konzentrierung einer 1,6-GPS- 
angereicherten Mutterlauge unter bestimmten Bedin- 
gungen und Kuhlungskristallisation kann unter Ver- 

15 wendung dieses Verfahrens 1,6-GPS in reiner Form 
hergestellt werden . 

-Aus der deutschen Patentanmeldung DE 199 63 126.3 
ist eine Sorbit-Dehydrogenase aus einem Mikroorga- 
nismus der Gattung Gluconobacter bekannt, mit deren 
20 Hilfe Isomaltulose gezielt zu 1, 6-GPS / umgewandelt 
werden kann. 

Schlieftlich ist aus einem Mikroorganismus der Gat- 
tung Pseudomonas eine Mannit-Dehydrogenase isoliert 
worden (Briinker et al . , Biochimica et Biophysica 
25 Acta, 1351 (1997), 157-167), die Isomaltulose zu 
1,1-GPM umwandeln kann. 

Die Verfahren nach dem Stand der Technik werden 
hinsichtlich der Gewinnung von Palatinit®, seiner 
Einzelbestandteile und Vorstufen vor allem aus den 
30 folgenden Grunden als nachteilig angesehen. 
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Erstens ist es bei nahezu alien Verfahren .zur Her- 
stellung der genannten Stoffe erf orderlich, zu- 
nachst Saccharose als Ausgangsstof f mittels physi- 
kalisch-chemischer Verfahren aus zum Beispiel 
5 Zuckerriiben zu isolieren und fur die nachf olgenden 
Verf ahrensschritte auf zureinigen . Zweitens umfasst 
dann die weitere Aufarbeitung von Saccharose zu 
1,6-GPS und/oder 1,1-GPM weitere komplizierte Ver- 
f ahrensabf olgen, wobei verschiedene physikalische, 

10 chemische und/oder biologische Verfahren in ver- 
schiedenen Reaktoren zum Einsatz kommen miissen. Urn 
gezielt 1,6-GPS aus Saccharose zu gewinnen, sind 
beispielsweise mindestens zwei separate enzyma- 
tische Umsetzungen erf orderlich, in deren Verlauf 

15 im Allgemeinen aufwandige Auf reinigungsschritte 
durchgef iihrt werden miissen. Ahnliches gilt fur die 
Herstellung von 1,1-GPM und Isomalt. So miissen 
unter anderem zur Gewinnung von 1,1-GPM aus Saccha- 
rose mindestens eine enzymatische Umsetzung, eine 

20 chemische Hydrierung unter Verwendung von Katalysa- 
toren, speziellen Hydrierreaktoren und technischem 
Wasserstoff sowie nachfolgende Trennschritte zur 
Isolierung von 1,1-GPM aus dem zuvor erhaltenen Ge- 
misch aus 1,1-GPM und 1,6-GPS durchgefuhrt werden. 

25 Ein erheblicher Nachteil der im Stand der Technik 
bekannten Verfahren besteht also in der Notwendig- 
keit, unter einem erheblichen technischen Aufwand 
mehrere Verf ahrensschritte durchzuf iihren . Da die 
dabei gewonnenen Produkte zur Verwendung in der Le- 

30 bensmittelindustrie bestimmt sind, miissen die Ver- 
fahrensgange dariiber hinaus so ausgewahlt werden, 
dass keine toxischen Substanzen, z.B. aus den Kata- 
lysatoren, in die Endprodukte gelangen. Dazu sind 
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weitere Auf reinigungsschritte erforderlich, die 
haufig dazu fuhren, dass die Ausbeuten an Endpro- 
dukten nicht zuf riedenstellend sind. 

Das der vorliegenden Erfindung zu Grunde liegende 
5 technische Problem besteht also darin, Verfahren 
und Mittel zu deren Durchf uhrung bereit zu stellen, 
die eine einfache, kostengunstige und selektive Ge- 
winnung von Isomaltulose und ihren Hydrierproduk- 
ten, insbesondere von 1,6-GPS, von 1,1-GPM 
10 oder von diese umf assenden Gemischen erlauben. 

Die vorliegende Erfindung lost dieses technische 
Problem durch Bereitstellung transgener Pflanzen, 
insbesondere transgener Kartoffeln oder transgener- 
Zuckerrliben, die in mindestens einer ihrer Zellen 

15 aus in der Pflanze gebildeter Saccharose Isomaltu- 
lose erzeugen konnen. Insbesondere betrifft die Er- 
findung eine vorstehend skizzierte Pflanze, die 
neben ihrer Fahigkeit, aus in ihr gebildeter Sac- 
charose Isomaltulose zu erzeugen iiberdies die Fa- 

20 higkeit besitzt, aus dieser Isomaltulose 1,6-GPS 
und/oder 1,1-GPM zu erzeugen. Eine derartige 
Pflanze stellt in liberraschender und vorteilhaf ter 
Weise ein in vivo System zur Erzeugung von Palati- 
nit®, seiner Einzelkomponenten, sowie des Vorlau- 

25 fers Isomaltulose bereit, welches am Ort der Ent- 
stehung des Eduktes, also der Saccharose, eine un- 
mittelbare Erzeugung der gewunschten Endprodukte 
erlaubt. Aufwandige Isolier-, Auf reinigungs- 
und/oder Hydrierverf ahren werden hier vermieden. 

30 Zudem kommen keinerlei toxische Substanzen zuin Ein- 
satz . 
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Die Erfindung lost das ihr zugrunde liegende Prob- 
lem auch durch die Bereitstellung von Verfahren zur 
Herstellung der vorgenannten Pflanzen. 

Eine bevorzugte Ausf uhrungsf orm der vorliegenden 
5 Erfindung betrifft also eine transgene Pflanze, 
insbesondere eine transgene Zuckerriibe oder Kartof- 
fel, die in der Lage ist, in mindestens einer ihrer 
Zellen aus Saccharose Isomaltulose zu erzeugen. 
Eine derartige Pflanze stellt einen wertvollen Roh- 

10 stoff fur die Herstellung von Palatinit® bereit, 
welches zum Beispiel nach Isolierung der Isomaltu- 
lose aus der Pflanze durch chemische Hydrierung er- 
halten werden kann, wobei selbstverstandlich auch 
von 1 : 1-Verhaltnis von 1,1-GPM zu 1,6-GPS abwei- 

15 chende Mischungen von 1,1-GPM zu 1,6-GPS herge- 
stellt werden konnen. Eine derartige Pflanze kann 
auch zum Ausgangspunkt weiterer gentechnischer Ma- 
nipulationen gemacht werden, die letztendlich zur 
Herstellung eines vollstandigen Stoff wechselweges 

20 von Saccharose zu Palatinit® oder seiner Einzel- 
komponenten f uhrt . 

Im Zusammenhang mit der Erfindung wird unter einer 
transgenen Pflanze, die aus in der Pflanze gebilde- 
ter Saccharose Isomaltulose erzeugen kann, eine 

25 Pflanze verstanden, die eine stabil integrierte und 
in ihr exprimierbare Nucleotidsequenz enthalt, die 
die Aktivitat einer Saccharose-Isomerase codiert. 
Eine Saccharose-Isomerase katalysiert die Isomeri- 
sierung von Saccharose zu Isomaltulose, wobei die 

30 al->P2 glykosidische Bindung zwischen Glucose und 
Fructose in der Saccharose in eine andere glykosi- 
dische Bindung, insbesondere in eine al->p6 Bindung 
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uberfuhrt wird. Erf indungsgema.fr geeignete Nucleo- 
tidseguenzen, die die Aktivitat einer Saccharose- 
Isomerase codieren, sind unter anderem aus Mikroor- 
ganismen der Gattung Protaminobacter , Erwinia, Ser- 
5 ratia, Leuconostoc, Pseudomonas, Agrobacterium oder 
•Klebsiella bekannt. Die DE 44 14 185 CI offenbart 
die Isolierung und Clonierung von Saccharose- 
Isomerase codierenden Nucleotidsequenzen aus den 
Mikroorganismen Protaminobacter rubrum und Erwinia 

10 rhapontici, wobei das genannte Dokument hinsicht- 
lich der Beschreibung und Bereitstellung der DNA- 
Sequenzen vollstandig in den Of f enbarungsgehalt der 
vorliegenden Lehre mit einbezogen wird und wobei 
fur diese DNA-Sequenzen im erf indungsgemaften Kon- 

15 text Schutz begehrt wird. 

Eine besonders bevorzugte Ausf iihrungsf orm der vor- 
liegenden Erfindung betrifft eine transgene 
Pflanze, insbesondere eine transgene Zuckerriibe 
oder Kartoffel, die in mindestens einer ihrer Zel- 
20 len aus Saccharose Isomaltulose und aus der so ge- 
bildeten Isomaltulose 1, 6-GPS erzeugen kann. 

Im Zusammenhang mit der Erfindung wird unter einer 
transgenen Pflanze, die aus der gebildeten Isomal- 
tulose 1, 6-GPS erzeugen kann, eine Pflanze verstan- 

25 den, die eine stabil integrierte und in ihr expri- 
mierbare Nucleotidsequenz enthalt, die die Aktivi- 
tat einer Saccharose-Isomerase codiert, und somit 
aus Saccharose Isomaltulose erzeugen kann, und die 
aufterdem eine stabil integrierte und exprimierbare 

30 Nucleotidsequenz enthalt, die die Aktivitat einer 
Sorbit-Dehydrogenase codiert. Eine Sorbit-Dehydro- 
genase-Aktivitat reduziert Isomaltulose spezifisch 
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zu 1,6-GPS. In der deutschen Patentanmeldung DE 
199 63 126.3 1st eine erf indungsgema.fr geeignete 
Sorbit-Dehydrogenase aus dem Mikroorganismus Gluco- 
nobacter suboxidans offenbart, wobei das genannte 
5 Dokument hinsichtlich der Beschreibung und Bereit- 
stellung der DNA-Sequenz vollstandig in den Offen- 
barungsgehalt der vorliegenden Lehre mit einbezogen 
wird und wobei fur diese DNA-Sequenz im erfindungs- 
gemaften Kontext Schutz begehrt wird. 

10 Eine weitere besonders bevorzugte Ausf uhrungsf orm 
der vorliegenden Erfindung betrifft eine transgene 
Pflanze, insbesondere eine transgene Zuckerriibe 
oder Kartoffel, die in mindestens einer ihrer Zel- 
len aus der in der Pflanze gebildeten Saccharose 

15 Isomaltulose und aus der so gebildeten Isomaltulose 
1,1-GPM erzeugen kann. 

Im Zusammenhang mit der Erfindung wird unter einer 
trangenen Pflanze, die aus der gebildeten Isomaltu- 
lose 1,1-GPM erzeugen kann, eine Pflanze verstan- 

20 den, die eine stabil integrierte und in ihr expri- 
mierbare Nucleotidsequenz enthalt, die die Aktivi- 
tat einer Saccharose-Isomerase codiert, und somit 
aus Saccharose Isomaltulose bilden kann, und die 
aufterdem eine stabil integrierte und exprimierbare 

25 Nucleotidsequenz enthalt, die die Aktivitat einer 
Mannit-Dehydrogenase codiert. Eine Mannit-Dehydro- 
genase Aktivitat reduziert Isomaltulose spezifisch 
zu 1,1-GPM. Brunker et al . beschreiben in Biochi- 
mica et Biophysica Acta, 1351 (1997), 157-167, eine 

30 erf indungsgemafl geeignete Mannit-Dehydrogenase aus 
dem Mikroorganismus Pseudomonas fluorescens DSM 
50106, wobei das genannte Dokument hinsichtlich der 
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Beschreibung und Bereitstellung der DNA-Sequenz 
vollstandig in den Of f enbarungsgehalt der vorlie- 
genden Lehre mit einbezogen wird und wobei fur die- 
se DNA-Sequenz im erfindungsgemafien Kontext Schutz 
5 begehrt wird. 

Eine weitere besonders bevorzugte Ausf iihrungsf orm 
der Erfindung betrifft eine transgene Pflanze, ins- 
besondere eine transgene Zuckerrube oder Kartoffel, 
die in mindestens einer ihrer Zellen aus der in der 
10 Pflanze gebildeten Saccharose Isomaltulose und aus 
der so gebildeten Isomaltulose ein Gemisch aus 
1,6-GPS und 1,1-GPM erzeugen kann, zum Beispiel ein 
1:1 Gemisch. 

Im Zusammenhang mit der Erfindung wird unter einer 
15 transgenen Pflanze, die aus der gebildeten Isomal- 
tulose 1,6-GPS und 1,1-GPM erzeugen kann, eine 
Pflanze verstanden, die eine stabil integrierte und 
in ihr exprimierbare Nucleotidsequenz enthalt, die 
die Aktivitat einer Saccharose-I somerase codiert, 
20 und somit aus Saccharose Isomaltulose bilden kann 
und die auBerdem entweder eine stabil inte- 
grierte und exprimierbare Nucleotidsequenz, die die 
Aktivitat einer Sorbit-Dehydrogenase codiert, und 
eine stabil integrierte und exprimierbare Nucleo- 
25 tidsequenz enthalt, die die Aktivitat einer Mannit- 
Dehydrogenase codiert, oder eine stabil integrierte 
und exprimierbare Nucleotidsequenz enthalt, die die 
Aktivitat einer unspezifisch hydrierenden Polyoide- 
hydrogena.se codiert . 

*30 Eine weitere Ausf iihrungsf orm der vorliegenden Er- 
findung betrifft eine transgene Pflanze, insbeson- 
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dere eine Zuckerriibe oder Kartoffel, die in minde- 
stens einer ihrer Zellen eine stabil integrierte 
und exprimierbare Nucleotidsequenz enthalt, die die 
Aktivitat einer Sorbit-Dehydrogenase codiert. 

5 In einer weiteren Ausf tihrungsf orm stellt die vor- 
liegende Erfindung eine transgene Pflanze, insbe- 
sondere eine Zuckerriibe, bereit, die in mindestens 
einer ihrer Zellen eine stabil integrierte und 
exprimierbare Nucleotidsequenz enthalt, die die Ak- 

10 tivitat einer Mannit-Dehydrogenase codiert. Die 
beiden ' vorgenannten Pflanzen sind vorteilhaft inso- 
fern, als dass sie die Bereitstellung der Enzyme 
Sorbit-Dehydrogenase und Mannit-Dehydrogenase er- 
lauben. Uberdies konnen die genannten Pflanzen als 

15 Ausgangsmaterial fur die Herstellung von transgenen 
Pflanzen dienen, die aus Saccharose Palatinit® er- 
zeugen, wobei in die genannten Pflanzen Saccharose- 
I some rase codierenden Nucleotidsequenz en eingef iihrt 
werden mussen. 

20 Bei den transgenen Pflanzen kann es sich urn Pflan- 
zen der verschiedensten Arten, Gattungen, Familien, 
Ordnungen und Klassen handeln, das heiftt sowohl 
,^'onocotyle als auch dicotyle Pflanzen, ebenso wie 
Algen, Moose, Fame oder Gymnospermae . Transgene 

25 Pflanzen konnen auch Kalli, Pf lanzenzellkulturen, 
sowie Telle, Organe, Gewebe, Ernte- oder Vermeh- 
rungsmaterialien davon umfassen. 

Die Erfindung sieht insbesondere vor, dass die 
transgene Pflanze eine Nutzpflanze ist, insbeson- 
30 dere eine Nutzpflanze, die in ihrem Speicherorgan 
Saccharose produzieren kann, wie zum Beispiel 
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Zuckerrohr oder Zuckerriibe . Die Erf inching betrifft 
ebenfalls Vermehrungsmaterialien und Ernteprodukte 
der erfindungsgemaBen Pflanzen, beispielsweise Blii- 
ten, Frilchte, Speicherorgane, Ruben, Stengel, Sa~ 
5 men, Knollen, Wurzeln, Blatter, Wurzelstocke, Sam- 
linge, Stecklinge etc. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung be- 
deutet der Ausdruck "in mindestens einer ihrer Zel- 
len", v dass eine transgene Pflanze mindestens eine 
Zelle, vorzugsweise jedoch eine Vielzahl von Zellen 
enthalt/enthalten, die eine oder mehrere stabil in- 
tegrierte Nucleotidsequenzen enthalten, die die Ak- 
tivitat einer Saccharose-Isomerase und/oder die Ak- 
tivitat einer Sorbit-Dehydrogenase und/oder die Ak- 
tivitat einer Mannit-Dehydrogenase codieren. Bei 
den Zellen handelt es sich vorzugsweise urn Zellen, 
in denen Saccharose gebildet oder gespeichert wird. 
Im Falle einer transgenen Zuckerriibe handelt es 
sich also bevorzugt um Zellen des Zuckerriibenspei- 
cherorgans, das heiftt um Zellen der Rube, wahrend 
es sich im Falle einer transgenen Kartoffel bevor- 
zugt um Zellen der Knolle handelt. 

Die Nucleotidsequenz kann vorzugsweise im Zellkern 
aber auch im Plastidengenom oder im mitochondrialen 
25 Genom integriert sein, und zwar vorzugsweise so, 
dass sie stabil in die nachste Generation vererbt 
wird . 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch 
transgene Zellen, die die vorstehend genannten Nuc- 
30 leotidsequenzen enthalten, sowie transgene Pflan- 
zen, die von derartigen Zellen abstamraen. 


15 
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Derartige Zellen lassen sich von naturlicherweise 
vorkommenden Zellen daciurch unterscheiden, dass sie 
jeweils eine oder mehrere der vorstehend genannten 
codierenden Nucleotidsequenzen enthalten, die na- 
5 tiirlicherweise in diesen Zellen nicht vorkommen, 
oder dass die vorstehend genannten codierenden Nuc- 
leotidsequenzen an einem Ort des Genoms integriert 
sind, an dem -sie naturlicherweise nicht vorkommen, 
oder dass die vorstehend genannten codierenden Nuc- 

10 leotidsequenzen in einer anderen als der natiirli- 
chen Kopiezahl vorliegen. Zudem unterscheiden sich 
die vorstehend beschriebenen Pflanzen durch die er- 
findungsgemafi bewirkten Stof f wechselaktivitaten und 
die Expression der genannten Enzyme. Die Erfindung 

15 stellt in vorteilhaf ter Weise derartige Pflanzen 
bereit, wobei deren Wuchsigkeit, Phanotyp und/oder 
Kulturbedingungen denen einer Wildtyppf lanze voll- 
standig gleichen. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung be- 
20 deutet der Ausdruck "stabil integrierte und expri- 
mierbare Nucleotidsequenz " , dass eine Nucleotidse- 
quenz mit Nucleinsaure-Elementen verkniipft ist, die 
eine stabile Integration dieser Nucleotidsequenz in 
das Genom einer Pflanze gestatten, so dass die in- 
25 tegrierte Nucleotidsequenz gemeinsam mit den natur- 
licherweise vorhandenen Genombestandteilen der 
Pf lanzenzelle repliziert wird, sowie mit regulato- 
rischen DNA-Elementen verkniipft ist, die die 
Transkription der Nucleotidsequenz und die an- 
30 schlieftende Expression des von der Nucleotidsequenz 
codierten Produktes gewahrleisten . 
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Zur Expression der vorstehend genannten Nucleotide 
sequenz in pflanzlichen Zellen, insbesondere in 
sense-Orientierung, werden die codierenden Bereiche 
dieser Nucleotidsequenzen in bevorzugter Ausfuh- 
5 rungsf orm mit regulatorischen Elementen verkniipf t . 
'Wazu zahlen insbesondere Promotoren, die die 
Transkription in Pf lanzenzellen gewahrleisten . Zur 
Expression der vorstehend genannten Nucleotidse- 
quenzen kommen prinzipiell sowohl homologe als auch 

10 heterologe Promotoren in Betracht . Es'kann sich da- 
bei um Promotoren handeln, die eine konstitutive 
Expression bewirken oder um Promotoren, die nur in 
einem bestimmten Gewebe, zu einem bestimmten Zeit- 
punkt der Pf lanzenentwicklung oder nur zu einem 

15 durch auftere Einflusse determinierten Zeitpunkt ak- 
tiv sind. AuBerdem werden die vorstehend genannten 
Nucleotidsequenzen in bevorzugter Ausf uhrungsf orm 
mit einer Terminationssequenz verkniipf t, wodurch 
eine korrekte Transkriptions-Beendigung und eine 

20 Anlagerung eines Poly-A-Schwanzes an das Transkript 
bewirkt werden. Derartige Elemente sind in der Li- 
teratur beschrieben (Gielen et al . , EMBO J. f 8 
(1989) , 23-29) - 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der vorliegen- 
25 den Erfindung wird die Expression der die enzymati- 
schen Aktivitaten codierenden Nucleotidsequenzen 
dadurch err^icht, dass diese Nucleotidsequenzen 
unter der Kontrolle gewebe- oder organspezif ischer , 
insbesondere speicherorganspez if ischer Promotoren, 
30 in mindestens einer Pf lanzenzelle exprimiert wer- 
den . 
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Gewebespezif ische Promotoren zur Expression der die 
enzymatischen Aktivitaten codierenden Nucleotidse- 
quenzen in Samengewebe sind zum Beispiel der Vici- 
lin-Promotor aus Pisum sativum (Newbigin et al . , 
5 Plarrta, 180 (1990), 461-470). In einer weiteren be- 
vorzugten Ausf uhrungsf orm sieht die Erfindung vor, 
zur Expression der vorstehend genannten Nucleotide 
sequenzen in der Epidermis und dem Parenchym von 
sogenannten Sink-Organen beispielsweise den Arabi- 
10 dopsis-Promotor AtAAPl (Expression in Endosperm und 
wahrend friiher Embrionalentwicklung) oder AtAAP2 
(Expression in Phloem des Funiculus) (Hirner et 
al., Plant J., 14 (1998), 535-544) zu verwenden. 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist 
vorgesehen, die die enzymatischen Aktivitaten co- 
dierenden Nucleotidsequenzen in den Pf lanzenorganen 
zu exprimieren, die groBe Mengen an Saccharose 
speichern. Dazu zahlen beispielsweise die Rube der 
Zuckerrube, der Stamm vom Zuckerrohr oder die 
Knolle der AGPase-antisense-Linie 93 der Kartoffel, 
der sogenannten „ Saccharose kart of f el" (Miiller-Rober 
et al., Mol. Gen. Genet., 224 (1990), 136-146). Die 
Expression der die enzymatischen Aktivitaten codie- 
renden Nucleotidsequenzen in solchen Organen jcann 
beispielsweise erreicht werden, indem der B33- 
Promotor des B33-Gens aus Kartoffeln verwendet wird 
(Rocha-Sosa et al . , EMBO J., 8 (1988), 23-29). 

In weiteren Ausf uhrungsf ormen der Erfindung kann 
vorgesehen sein, konstitutiv exprimierende Promoto- 
30 ren wie den CaMV 35S-Promotor , den geleitzellenspe- 
zifischen rolC-Promotor aus Agrobacterium oder den 


15 


20 


25 
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Enhanced PMA4-Promotor (Morian et al . , Plant J. , 19 
(1999), 31-41) einzusetzen. 

In einer weiteren Ausf iihrungsf orm betrifft die Er- 
findung transgene Pflanzen, in denen die die enzy- 
5 matischen Aktivitaten codierenden Nucleotidsequen- 
zen im Leseraster an eine Signalsequenz fusioniert 
sind, welche ein Signalpeptid zur Aufnahme der die 
enzymatischen Aktivitaten aufweisenden Genprodukte 
in das endoplasmatische Reticulum einer eukaryon- 

10 tischen Zelle codiert. Die Erfindung sieht also 
vor, da'ss die Nucleotidsequenzen mit Signalsequen- 
zen versehen werden konnen, die eine Lokalisation 
der Genprodukte in bestimmten Kompartimenten der 
Zelle erlauben. So kommen insbesondere Signalse- 

15 quenzen in Betracht, die Signalpeptide codieren, 
welche zur Aufnahme von Proteinen in das endoplas- 
matische Reticulum fiihren und die sich dadurch 
nachweisen lassen, dass sie zwar in den Vorlaufer- 
proteinen, nicht jedoch in prozessierten, reifen 

20 Proteinen nachweisbar sind. Bekanntermafien werden 
namlich die Signalpeptide wahrend der Aufnahme in 
das endoplasmatische Reticulum proteolytisch ent- 
fernt. So kann in einer Ausf iihrungsf orm der Erfin- 
dung vorgesehen sein, ein Signalpeptid wie zum Bei- 

25 spiel die verkurzte N-terminale Sequenz des Protei- 
nase-inhibitors PI II aus Kartoffel (Keil et al . , 
Nucl. Acids Res., 14 (1986), 5641-5650; Schaewen et 
al., EMBO Journal, 9 (1990), 3033-3044) zu verwen- 
den, wodurch eine Aufnahme des Genprodukts in das 

30 endoplasmatische Retikulum mit anschlieBender Sek- 
retion in den apoplastischen Raum erreicht wird. 
Selbstverstandlich konnen erf indungsgemaB auch an- 
dere Signalsequenzen verwendet werden. 
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In einer weiteren Ausf uhrungsf orm sieht die Erfin- 
dung vor, dass die die enzymatischen Aktivitaten 
codierenden Nucleotidsequenzen an eine Signalse- 
quenz fusioniert sind, welche ein Signalpeptid zur 
5 Aufnahme ins endoplasmatische Reticulum einer euka- 
ryontischen Zelle, insbesondere einer Pflanzen- 
zelle, und zur Weiterleitung in die Vakuole co- 
diert. Eine vakuolare Lokalisation der Genprodukte 
ist besonders vorteilhaft. Erf indungsgemaft konnen 

10 beispielsweise Signalpeptide zur vakuolaren Lokali- 
sation von Lektin aus Gerste verwendet werden 
(Raikhel und Lerne"r, Dev. Genet., 12 (1991) , 255- 
260) , 43 Minosauren im aminoterminalen Bereich des 
reifen Phytohamaglutinins der Bohne codierende Sig- 

15 nalsequenzen (Tague et al . , Plant Cell, 2 (1990), 
533-54 6) und Signalsequenzen aus einem Patatingen 
aus Kartoffel. 

Erf indungsgemaB ist besonders bevorzugt, zur Loka- 
lisation der Genprodukte in der Vakuole eine Sig- 

20 nalsequenz des Patatin-B33-Gens„,-zu verwenden, ins- 
besondere eine Signalsequenz, die die 23 aminoter- 
minalen Aminosauren des Propeptids codiert (Rosahl 
et al., Mol. Gen. Genet., 203 (1986), 214-220), das 
heiBt also die Nucleotide 736 bis 804.. Diese Se- 

25 quenz lasst sich sowohl als Fragment aus genomi- 
scher DNA der Kartoffel als auch aus der cDNA des 
B33-Gens gewinnen. Die Fusion der erweiterten B33- 
Signalsequenz mit den codierenden Nucleotidsequen- 
zen fuhrt zur Aufnahme von deren Genprodukten in 

30 die Vakuole. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfiih- 
rungsform ist vorgesehen, dass die die enzymati- 
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schen Aktivitaten codierenden Nucleotidsequenzen 
nicht mit einer Signalsequenz fusioniert sind, so 
dass die exprimierten Genprodukte im . Cytosol 
verbleiben . 

5 Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur Herstel- 
lung der vorgenannten transgenen Pflanzen, umfas- 
send die Transformation einer oder mehrerer Pflan- 
zenzellen mit einem Vektor, insbesondere einem 
Plasmid, der/ das eine oder mehrere Nucleotidse- 

10 quenz(en) ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
einer die Aktivitat einer Saccharose- I somerase co- 
dierenden Nucleotidsequenz, einer die Aktivitat 
einer S orbit -Dehydrogenase codierenden Nucleotidse- 
quenz und einer die Aktivitat einer Mannit-Dehy- 

15 drogenase codierenden Nucleotidsequenz enthalt, die 
Integration der in diesem Vektor oder Plasmid ent- 
haltenen codierenden Nucleotidsequenz (en) in das 
Genom der transf ormierten Zelle (n) , gegebenenf alls 
unter Einschluss von dessen/deren Signalsequenzen 

20 und/oder regulatorischen Elementen und die Regene- 
ration der Pf lanzenzelle (n) zu intakten, fruchtba- 
ren transf ormierten Pflanzen, die Sorbit-Dehydro- 
genase, Mannit-Dehydrogenase und/oder Saccharose- 
Isomerase erzeugen. 

25 Fur die Einfuhrung von DNA in eine pflanzliche 
Wirtszelle stehen eine Vielzahl von Verfahren zur 
Verftigung. Bei vielen Verfahren ist es erf order- 
lich, dass die einzuf uhrenden Nucleotidsequenzen in 
Clonierungs- und oder Expressionsvektoren vorlie- 

30 gen. Bei Vektoren handelt es sich prinzipiell um 
Plasmide, Cosmide, Viren, Bacteriophages Shuttle- 
Vektoren und andere in der Gentechnik iiblichen Vek- 
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toren. Vektoren konnen noch andere Funktionseinhei- 
ten besitzen, die den Vektor in einem Wirtsorganis- 
mus stabilisieren und/oder dessen Replikation er- 
moglichen. Vektoren konnen auch regulatorische Ele- 
5 mente enthalten, mit denen die enthaltene Nucleo- 
tidsequenz funktionell verbunden ist und die die 
Expression der Nucleotidsequenz in einem Wirtsorga- 
nismus gestatten. Derartige regulatorische Einhei- 
ten konnen Promotoren, Enhancer, Operatoren und/ 
10 oder Transkriptionsterminationssignale sein. Vekto- 
ren- enthalten daruber hinaus haufig Marker-Gene, 
die eine Selektion der sie enthaltenden Wirtsorga- 
nismen erlauben, wie zum Beispiel Antibiotika- 
Resistenzgene . 

15 Verfahren zur Einfuhrung von DNA in Pf lanzenzellen 
umfassen Transf ormationen pflanzlicher Zellen mit 
T-DNA unter Verwendung von Agrobacterium tumefa- 
ciens oder Agrobacterium rhizogenes als Transforma- 
tionsmittel, die Protoplastenf usion, die Mikroin- 

20 jektion, die Elektroporation von DNA, die Einbrin- 
gung von DNA mittels der biolistischen Methode so- 
wie weitere Moglichkeiten . Bei den Verfahren der 
Mikroin jektion und Elektroporation von DNA in 
Pf lanzenzellen wercjen an sich keine speziellen An- 

25 forderungen an die verwendeten Plasmide gestellt. 
Es konnen einfache Plasmide, wie zum Beispiel pUC- 
Derivate verwendet werden. Wenn aus derartig trans- 
formierten Zellen jedoch ganze Pflanzen regeneriert 
werden sollen, sollte ein selektierbarer Marker 

30 vorhanden sein. 

In Abhangigkeit von dem verwendeten Verfahren zur 
Einfuhrung codierender Nucleotidsequenzen in die 
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Pflanzenzellen kann es erforderlich sein, dass der 
Vektor weitere DNA-Sequenzen enthalt. Werden bei- 
spielsweise das Ti- oder Ri-Plasmid zur Transforma- 
tion von Pf lanzenzellen verwendet, ist es erforder- 
5 lich, dass zumindest die rechte Bordersequenz, hau- 
fig jedoch die rechte und die linke Bordersequenz 
der Ti- und Ri-Plasmid-T-DNA als Flankenbereich mit 
den einzuf uhrenden Genen verbunden ist. Bei Verwen- 
dung von Agrobacterium zur Transformation muss die 

10 einzuf iihrende DNA in spezielle Plasmide cloniert 
werden, und zwar entweder in einen intermediaren 
Vektor oder in einen binaren Vektor. Auf Grund von 
Sequenzen, die homolog zu Sequenzen in der T-DNA 
sind, konnen intermediare Vektoren durch homologe 

15 Rekombination in das Ti- oder Ri-Plasmid von Agro-. 
bacterien integriert werden. Diese enthalten auBer- 
dem die fur den Transfer der T-DNA erf orderliche 
vir-Region. Intermediare Vektoren konnen sich nicht 
in Agrobacterien replizieren. Mittels eines Hel- 

20 f erplasmids kann der intermediare Vektor auf Agro- 
bacterium tumefaciens iibertragen werden. Im Gegen- 
satz dazu konnen sich binare Vektoren sowohl in E. 
coli als auch in Agrobacterien replizieren. Sie 
enthalten ein Gen fur einen Selektionsmarker und 

25 einen Linker oder Polylinker> der von der rechten 
und linken T-DNA-Borderregion eingerahmt wird. Bi- 
nare Vektoren lassen sich direkt in Agrobacterien 
transf ormieren (Holsters et al . , Mol . Gen. Genet., 
163 (1978), 181-187). Das als Wirtszelle dienende 

30 Agrobacterium soil ein Plasmid, welches eine vir- 
Region tragt, enthalten. Dieser vir-Bereich ist fur 
den Transfer der T-DNA in die Pf lanzenzelle notwen- 
dig. Das auf diese Weise transf ormierte Agrobacte- 
rium wird zur Transformation von Pf lanzenzellen 


WO 02/27003 


PCT/EP01/08055 


-20- .. 


verwendet. Die Verwendung von T-DNA fur die Trans- 
formation von Pf lanzenzellen ist unter anderem be- 
schrieben in EP-A-120 516; Hoekema: The Binary 
Plant Vector System, Of f setdrukkere j Kanters . B. 
5 V., Alblasserdam (1985), Kapitel V; Fralej et al . , 
Crit. Rev. Plant. Sci., 4,1-46, und An et al . , EMBO 
J., 4 (1985), 277-287). Um DNA in die Pf lanzenzelle 
zu transf erieren, konnen Pf lanzenexplantate mit 
Agrobacterium tumefaciens oder Agrobacterium rhizo- 

10 genes cokultiviert werden. Aus dem infizierten 
Pf lanzenmaterial , wie zum Beispiel Blattstiicken, 
Stengelabschnitten, Wurzeln, aber auch Protoplasten 
oder in Suspension kultivierten Pf lanzenzellen, 
konnen dann in einem geeigneten Medium, das Anti- 

15 biotika oder Biozide zur Selektion transf ormierter 
Zellen enthalt, wieder ganze Pflanzen regeneriert 
werden. Ein bevorzugtes Verfahren zur Transforma- 
tion von Rubenzellen mittels Agrobacterium tumefa- 
ciens ist in EP 0 517 833 Bl of f enbart . 

20 Andere Moglichkeiten zur Einfiihrung von Fremd-DNA 
unter Verwendung des biolistischen Verfahrens oder 
mittels Protoplastentransf ormation sind unter ande- 
rem in Willmitzer, L . , Transgenic plants, In: Bio- 
. technology, A Multi-Volume Comprehensive Treatise 

25 (Hersg. H. J. Rehm, G. Reed, A. Puhler, P. Stadler) 
Band 2 (1993), 627-659, VCH Weinheim New York Basel 
Cambridge, off enbart. Alternative Systeme zur 
Transformation von monocotylen Pflanzen sind die 
elektrisch oder chemisch induzierte DNA-Aufnahme in 

30 Protoplasten, die Elektroporation von partiell per- 
meabilisierten Zellen, die Makroin j ektion von DNA 
in Blutenstande, die Mikroinj ektion von DNA in Mik- 
rosporen und Pro-Embryonen, die DNA-Aufnahme durch 
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keimende Pollen und die DNA-Auf nahme in Embryonen 
durch Quellung (Potrykos, Physiol. Plant (1990), 
269-273) . Neuere Untersuchungen weisen darauf hin, 
dass auch monocotyle Pflanzen mit Hilfe von Vekto- 
5 ren auf der Basis von Agrobacterium transf ormiert 
werden konnen (Chan et al . , Plant Mol . Biol., 22 
(1993), 491-506; Hiei et al . , Plant J., 6 (1994), 
271-282; Bytebier et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 84 (1987), 5345-5349; Raineri et al., 

10 Bio/Technology, 8 (1990), 33-38; Gould et al . , 
Plant. Physiol., 95 (1991), 426-434; Mooney et al . , 
Plant, Cell Tiss. & Org. Cult., 25 (1991), 209-218; 
Li et al., Plant Mol. Biol., 20 (1992), 1037-1048). 
Fur verschiedene Getreidearten sind einige der vor- 

15 stehend genannten Transf ormationssysteme etabliert 
worden, wie zum Beispiel die Elektroporation von 
Geweben, die Transformation von Protoplasten und 
der DNA-Transfer durch Partikelbeschuss in' regene- 
rierbare Gewebe und Zellen (Jahne et al . , Euphyti- 

20 ca, 85 (1995), 35-44). Die Transformation von Wei- 
zen ist von Maheshwari et al . , Critical Reviews in 
Plant Science, 14(2) (1995), 149-178, und die 
Transformation von Mais ist von Brettschneider et 
al., Theor. Appl . Genet., 94 (1997), 737-748, und 

25 Ishida- et al . , Nature Biotechnology, 14 -(1996), 
745-750, beschrieben worden. 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Figuren und 
Beispiele erlautert. Die Figuren zeigen: 

Figur 1 eine Restriktionskarte des ■ Plasmids 
30 pHWG279.1, das ein etwa 1,7 kb groBes 

Hindlll-Fragment mit der Saccharose- 
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Isomerase codierenden Sequenz (smuA*) im 
Vektor pBR322 enthalt, 

Figur 2 eine Restriktionskarte des Plasmids 
pHWG4 69, das das native Gen der Sorbit- 
5 Dehydrogenase (sdh) aus Gluconobacter su- 

boxidans im Vektor pBR322 enthalt. 

Beispiel 1 : 

Herstellung von Vektoren, die eine Saccharose- 
10 Isomerase codierende Nucleotidsequenz enthalten 

Es wurde eine Reihe von Konstrukten hergestellt, 
die in einem binaren Vektor jeweils einen in Pflan- 
zen exprimierbaren Promo tor, jeweils die Saccha- 
rose-Isomerase codierende Nucleotidsequenz aus Pro- 

15 taminobacter rubrum und jeweils das Polyadenylie- 
rungssignal der T-DNA~Octopin-Synthase (Gielen et 
al,, 1984) enthielten. Die codierende Nucleotidse- 
quenz wurde entweder mit der Signalsequenz des Pa- 
tatin-Gens der Kartoffel (Rosahl et al . , Mol . Gen. 

20 Genet., 203 (1986), 214-220) fusioniert, die eine 
vakuolare Lokalisation des Genprodukts bewirkt, 
oder ohne eine vakuolare Target-Sequenz verwendet, 
urn eine Expression im Cytosol der jeweiligen Pflan- 
zenzelle zu erreichen. Als Promotor wurden sowohl 

25 der CaMV 35 S-Promotor als auch der Promotor des 
Patatin-Gens B33 der Kartoffel (Rocha-Sosa et al . , 
EMBO J., 8 (1989), 23-29) verwendet, mit dem sich 
eine organspezif ische Expression in der Knolle der 
Kartoffel und in der Speicherriibe der Zuckerrube 

30 erreichen lasst. Im Fall der Kartoffel wurde der 
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binare Vektor pBinB33-Hyg (Becker, Nucl . Acids 
Res., 18 (1990), 203) verwendet, der bereits den 
B33-Promotor und das Polyadenylierungssignal ent- 
halt und auBerdem das Hyg-Resistenzgen als Marker 
5 enthalt. Ira Fall der Zuckerriibe wurde der binare 
Vektor pGA492 (An, Plant Physiol., 81 (1986), 86- 
91) verwendet, der ein Kanamycin-Resistenzgen be- 
sitzt. Mit den erhaltenen Plasmiden wurden Agrobak- 
terien transf ormiert . Die transf ormierten Agrobak- 

10 terien wurden entweder zur Transformation der Kar- 
toffel oder der Zuckerriibe verwendet. Im Folgenden 
wird die Konstruktion des Plasmids UL8-19 beschrie- 
ben, bei dem die Saccharose- I some rase codierende 
Sequenz am 5'-Ende „in frame" mit dem Signalpeptid 

15 des Patatin-Gens und am 3'-Ende mit dem Polyadeny- 
lierungssignal der Octopin-Synthase der T-DNA fusi- 
oniert ist und unter der Kontrolle des B33- 
Promotors steht. 

Ein ca. 1,7 kb Hindlll-Fragment (enthaltend die 
20 Saccharose-Isomerase codierende Sequenz) des in Fi- 
gur 1 dargestellten Plasmids pHWG27 9, 1 (freundli- 
cherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Mattes, 
Universitat Stuttgart) , das das native Gen der Sac- 
charose-Isomerase aus Protaminobacter rubrum im 
25 Vektor pBR322 (Bolivar et al . , Gene, 2 (2) (1977), 
95-113; Peden, Gene 22 (2-3) (1983), 277-280) ent- 
halt, wurde in den Vektor pBluescriptSK (Strata- 
gene, Heidelberg) cloniert, wobei ein als pSK279,l 
bezeichnetes Plasmid erhalten wurde. Zur „in fra- 
30 me^-Clonierung eines vakuolaren Transitpeptides des 
Patatin-Gens (297 bp, Rosahl et al . , 1986) wurde 
die Signalsequenz des Patatingens mit Hilfe des 
PCR-Verf ahrens amplifiziert und nach Spaltung der 
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Enden mit den Restriktionsenzymen Apal und Sail in 
pBluescriptSK cloniert, wobei das Plasmid pSK297 
erhalten wurde . Das Plasmid pSK2 97 wurde mit dem 
Restriktionsenzym Sail gespalten, die tiberstehenden 
5 Enden wurden in glatte Enden liberfuhrt und an- 
schlieiiend mit dem 1,7 kb-Fragment des Plasmids 
pSK279,l ligiert, dessen Enden vorher ebenfalls in 
glatte Enden uberfuhrt worden waren. Das erhaltene 
Plasmid wurde als UL5-19 bezeichnet. Zur Kontrolle 

10 wurde der Ubergangsbereich zwischen der Signalse- 
quenz und der Saccharose-Isomerase codierenden Nuc- 
leotidsequenz sequenziert, um sicherzustellen, dass 
der Ubergang korrekt war. Dabei stellte sich her- 
aus, dass zwar .der Ubergang korrekt war, die Sac- 

15 charose-Isomerase codierende Nucleotidsequenz des 
Plasmids pHWG27 9, 1 jedoch mehrere Sequenzf ehler , 
. unter anderem ein Stop-Codon, enthielt. Deshalb 
wurde das Hindlll-Fragment gegen ein eine fehler- 
freie Saccharose-Isomerase codierendes Hindlll- 

20 Fragment ausgetauscht . Das erhaltene Plasmid 
pHWG432,3 wurde nach Transformation in Escherichia 
coli DHSalpha auf enzymatische Aktivitat iiberpriift. 
Die mit der Signalsequenz fusionierte cDNA wurde 
isoliert, indem das Plasmid pHWG432,3 mit Xbal ge- 

25 spalten wurde, die iiberstehenden Enden geglattet 
wurden und danach eine Spaltung mit Asp718 erfolg- 
te. Das dabei erhaltene 2,0 kB-Fragment wurde in 
den binaren Vektor pBinB33-Hyg cloniert, der mit 
Sail, wobei die tiberstehenden Enden anschlieBend 

30 geglattet wurden, und Asp718 gespalten worden war, 
so dass eine gerichtete Clonierung moglich war. Mit 
dem dabei erhalt enen, als UL8— 19 bezeichneten Vek- 
tor wurde der Agrobacterium tumef aciens-Stamm 
pGV2260 (Deblaere et al . , Nucl . Acids Res., 13 
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(1985), 4777-4788) mittels Elektroporation trans- 
formiert. Die transf ormierten Agrobakterien wurden 
zur Transformation der AGPase-antisense-Linie 93 
der Kartoffel (sogen. „Saccharose-Kartof f el XN ; Miil- 
5 ler-Rober et al . , 1990) und der Kartof f el-Wildtyp- 
Varietat Desiree verwendet. Dabei wurden die trans- 
genen Pflanzen 086BK beziehungsweise 096BK erhal- 
ten . 

10 Beispiel 2: 

Herstellung von Vektoren, die eine Sorbit- 
Dehydrogenase codierende Nucleotidsequenz en thai ten 

Es wurde eine Reihe von Konstrukten hergestellt, 
die in einem binaren Vektor jeweils einen in Pflan- 

15 zen exprimierbaren Promotor, jeweils die Sorbit- 
dehydrogenase codierende Nucleotidsequenz aus Glu- 
conobacter suboxidans und jeweils das Polyadenylie- 
rungssignal der T~DNA-Octopin-Synthase enthielten. 
Auch in diesem Beispiel wurde die codierende Nucle- 

20 otidsequenz entweder mit der Signalsequenz des Pa- 
tatin-Gens fusioniert, um eine vakuolare Lokalisa- 
tion des Genprodukts zu erreichen, oder zur Expres- 
sion des Genprodukts im Cytosol der Zelle ohne die 
vakuolare Target-Sequenz verwendet. Als Promotoren 

25 wurden der CaMV 35 S-Promotor oder der B33-Promotor 
des B33-Gens der Kartoffel verwendet. Im Fall der 
Kartoffel wurde der binare Vektor pBinB33-Hyg ver- 
wendet, der bereits den B33-Promotor und das Polya- 
denylierungssignal enthalt, und im Fall der Zucker- 

30 riibe der binare Vektor pGA4 92. Mit den erhaltenen 
Plasmiden wurden Agrobakterien transf ormiert . Die 
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transf ormierten Agrobakterien wurden entweder zur 
Transformation der Kartoffel oder der Zuckerrube 
verwendet. Im Folgenden wird die Konstruktion des 
Plasmids U120/19 beschri-eben, bei dem die Sorbit- 
5 Dehydrogenase codierende Sequenz am 5'-Ende „in 
frame" mit dem Signalpeptid des Patatin-Gens und am 
3'-Ende mit dem Polyadenylierungssignal der Octo- 
pin-Synthase der T-DNA fusioniert ist und unter der 
Kontrolle des B33-Promotors steht. 

10 Der Vektor pSK297 (pBluescript mit 297 bp der vaku- 
olaren Targetsequenz des Patatin-Gens) wurde mit 
dem Restriktionsenzym EcoRV gespalten. Aus dem 
Plasmid pHWG4 69 (siehe Figur 2) ( f reundlicherweise 
zur Verfugung gestellt von Prof. Mattes, Universi- 

15 tat Stuttgart) , das das native Gen der Sorbit- 
Dehydrogenase aus Gluconobacter suboxidans im Vek- 
tor pBR322 (Bolivar et al., Gene, 2 (2) (1977), 95- 
113; Peden, Gene 22 (2-3) (1983), 277-280) enthalt, 
wurde ein eine Sorbit-Dehydrogenase aus Gluconobac- 

20 ter suboxidans codierendes Fragment durch Spaltung 
mit den Restriktionsenzymen EcoRV und Hindlll aus- 
geschnitten und nach Uberfiihrung iiberhangender En- 
den in glatte Enden gerichtet hinter die vakuolare 
Targetsequenz cloniert, so dass ein durchgangiges 

25 Leseraster entstand. Das Leseraster wurde an der 
Fusionsstelle mittels Sequenzierung iiberpruf t . Aus 
dem so erhaltenen Plasmid UL19/19 wurde mittels 
Spaltung mit den Restriktionsenzymen Asp718 und 
BamHl ein 1145 bp-Fragment ausgeschnitten, das das 

30 fusionierte Protein codiert. Dieses Fragment wurde 
in den binaren Vektor pBinB33 (Becker, NAR, 18 
(1990), 203) cloniert. Mit dem resultierenden Plas- 
mid UL20/19 wurde der Agrobacterium tumefaciens- 
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Stainm pGV2260 transf ormiert . Die transf ormierten 
Agrobakterien wurden zur Transformation der Linien 
21 und 33 der Kartof f ellinie 096BK verwendet. Dabei 
wurden die transgenen Pflanzen 158BK beziehungs- 
5 weise 159BK erhalten. 

Beispiel 3: 

Herstellung eines binaren Vektors, der eine Mannit- 
Dehydrogenase codierende Nucleotidsequenz enthalt 

10 Es wurde eine Reihe von Konstrukten hergestellt, 
die in einem binaren Vektor die Mannit-Dehydro- 
genase codierende Nucleotidsequenz aus Pseudomonas 
fluorescens DSM 50106 (Briinker et al., Biochimica 
et Biophysica Acta, 1351 (1997), 157-167) zusammen 

15 mit jeweils einem pf lanzenspezif ischen Promotor und 
dem Polyadenylierungs signal der T-DNA-Octopin- Syn- 
thase enthielten. Auch in diesem Beispiel wurde die 
codierende Nucleotidsequenz entweder mit der Sig- 
nalsequenz des Patatin-Gens fusioniert, urn eine va~ 

20 kuolare Lokalisation des Genprodukts zu erreichen, 
Oder ohne die vakuolare Target-Sequenz verwendet, 
urn das Genprodukt im Cytosol der Zelle zu exprimie- 
ren. Als Promotoren wurden der CaMV 35 S-Promotor 
oder der B33-Promotor des B33-Gens der Kartoffel 

25 verwendet. Im Fall der Kartoffel wurde der binare 
Vektor pBinB33-Hyg verwendet, der bereits den B33- 
Promotor und das Polyadenylierungssignal enthalt, 
und im Fall der Zuckerriibe der binare Vektor 
pGA492. Mit den erhaltenen Plasmiden wurden Agro- 

30 bakterien transf ormiert . Die transf ormierten Agro- 
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bakterien wurden entwecier zur Transformation der 
Kartoffel oder der Zuckerrtibe verwendet. 

Beispiel 4 : 

5 Transformation von Agrobacterium tumefaciens 

Der DNA-Transfer in die Agrobakterien erfolgte mit™ 
tels direkter Transformation nach dem Verfahren von 
Hofgen und Willmitzer (Nucl . Acids Res., 16 (1988), 
9877). Die Plasmid-DNA transf ormierten Agrobakte- 
10 rien wurde nach dem Verfahren von Birnboim und Doly 
(Nucl. Acids Res., 7 (1979), 1513-1523) isoliert 
und nach geeigneter Restriktionsspaltung gele- 
lektrophoretisch analysiert . 

15 Beispiel 5: 

Transformation der Kartoffel 

Die Pf lanzentransf ormation erfolgte durch Agrobak- 
terium tumef aciens (Stamm pGV2260 in C58C1; Deblae- 
re et al . , Nucl. Acids Res., 13 (1985)", 4777-4788) 
20 vermittelten Gentransfer .nach dem in Dietze et al . , 
Gentransfer to Plants, (1995), 24-29, beschriebenen 
Verfahren. Die transgenen Pflanzen wurden entweder 
auf Kanamycin oder Hygromycin enthaltenden Medien 
selektiert . 


25 
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Beispiel 6: 

Induktion regenerierbarer Kalli aus Blattern der 
Zuckerrube 

Etwa einen Monat nach der Keimung von Zuckerruben- 
5 samen im Gewachshaus wurden Versuche zur Induktion 
von Kalli gemafi dem von Saunders et al . (Saunders, 
J. W. und Doley, W. P., J. Plant. Physiol., 124 
(1986), 473-479) beschriebenen Verfahren durchge- 
f iihrt . Dabei wurden einer jeden Pflanze junge, drei 

10 bis ftinf Zentimeter lange Blatter abgenommen, des- 
infiziert, mit sterilem Wasser dreimal gesptilt und 
auf sterilem Filterpapier getrocknet. Jedes Blatt 
wurde anschlieBend in Stiicke von etwa 0,25 cm 2 ge- 
schnitten und die so erhaltenen Explantate wurden 

15 in Petrischalen auf MSBl-Medium kultiviert. Nachdem 
die Schalen mit einer Kunststof f f olie luftdicht ab- 
geschlossen worden waren, wurden sie dreiJiig Tage 
bei 30 °C im Dunklen inkubiert und anschlieiiend in 
Kulturkammern iiberf iihrt. Vier bis zehn Wochen nach 

20 Kulturbeginn erschienen auf oder unter den Blat- 
texplantaten weiBe briichige Kalli. 

Beispiel 7 : 

Gewinnung von Zellsuspensionen aus induzierten Kal~ 
25 li der Zuckerrube 

Vier bis sechs Wochen nach ihrem Erscheinen wurden 
die Kalli entnommen und in 250 ml-Erlenmeyerkolben, 
die mit Folie verschlossen worden waren, in 100 ml 
flussigem MSBl-Medium kultiviert. Die Erlenmeyer- 
30 kolben wurden auf einem Rotationsschtittler bei etwa 
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200 U/min geschuttelt. Nach etwa zwei bis drei Wo- 
chen wurde eine Zellsuspension erhalten. 

Beispiel 8 : 

5 Transformation von Zeilsuspensionen und jungen Kal- 
li der Zuckerrube 

Zellsuspension 

Die Transformation wurde mit Zeilsuspensionen nach 
etwa dreiwochigem Kultivieren durchgef uhrt . Zu 
10 10 ml Suspensionsmedium wurden 10 ml frisches MSB1- 
Medium zugegeben. Die so verdiinnte Suspension wurde 
auf vier Petrischalen verteilt. 

Aus Stammkulturen von Agrobacterium tumef aciens- 
Stammen, die mit den erstellten Binarvektoren 

15 transf ormiert worden waren, wurden 50 |uil entnommen 
und in 2 ml LB-Medium, das Rifampicin und Tetracyc- 
lin enthielt, kultiviert . Die Kulturen wurden zwei 
Tage mit 200 U/min bei 30° C geriihrt . Dieser Stamm 
wurde in frisches Medium umgesetzt und unter den 

20 vorstehend beschriebenen Bedingungen die Nacht uber 
kultiviert. 

Die Infektion der Pf lanzenzellen erfolgte, indem 
50 fil eines jeden Agrobacterium^ tumef aciens~Stamm.es 
einer der die entsprechenden Rubenzellen enthalten- 
25 den Petrischalen zugesetzt wurden. Die Rubenzellen 
und die Bakterien wurden drei Tage lang in einer 
Kulturkammer in der Dunkelheit kultiviert. An- 
schlieftend wurden die Bakterien von den Pflanzen- 
zellen entfernt, indem zunachst mit MSB1 und 
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600 mg/1 Cefotaxim und dann mit MSB1 plus 300 mg/1 
Cefotaxim gewaschen wurde. Die so gewaschenen Rii- 
benzellen wurden in Petrischalen auf einem Blatt 
sterilen Whatman-Papier kultiviert, das auf Kanaray- 
5 cinhaltigem MSBl-Medium plus 300mg/l Cefotaxim lag. 
Die Schalen wurden mit Kunststof f f olie luftdicht 
verschlossen und funfzehn Tage in der Kulturkammer 
inkubiert. Drei bis acht Wochen danach erschienen 
weifie Kalli auf einer Schicht abgestorbener Zellen. 

10 Dispersion neu induzierter Kalli 

Es wurden junge, aus Blattexplantaten frisch indu- 
zierte Kalli transf ormiert . Dabei wurden Kalli ver- 
wendet, die nach zwei bis sechs Wochen auf Blattern 
gerade erschienen waren. Diese Kalli wurden in ste- 
15 rilen Kunststof frohrchen in fliissigem MSBl-Medium 
dispergiert und dem gleichen Transf ormationsverfah- 
ren wie die Zellsuspensionen unterworfen. 

Beispiel 9: 

2 0 Regeneration von Zuckerriiben-Pf lanzen aus transfor- 
mierten Kalli 

Nachdem die transf ormierten Kalli zunachst einen 
Monat auf MSB1 und Cefotaxim oder MSB1 und Cefota- 
xim und Kanamycin kultiviert worden waren, erfolgte 
25 die weitere Kultivierung der transf ormierten Kalli 
auf MSBl-Medium. 

Nach einer bestimmten Zeit entwickelten sich aus 
bestimmten Kalli Sprossen und/oder Embryonen. So- 
bald die Sprossen mit der Entwicklung von Blattern 
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begonnen hatten, wurden diese auf MS-Medium, das 
1 mg/1 Naphtalinessigsaure enthielt, eingewurzelt . 
Na'ch zwei bis sechs Wochen erschienen Wurzeln. Nach 
der Entwicklung von Wurzeln wurden die Pflanzen im 
5 Gewachshaus- in Humuserde aklimatisiert . Nach weite- 
ren drei Monaten hatten sich vollstandige Pflanzen 
entwickelt . 

Beispiel 10: 

10 Nachweis des gebildeten Mannit-Dehydrogenase- , Sor- 
bit- Dehydrogenase- und Saccharose- I somerase-Gens in 
transf ormiertem Gewebe 

Die Vorselektion von transf ormierten Pflanzen er- 
folgte auf Kanainycin beziehungsweise Hygromycin 

15 enthaltenden Medien. Zum Nachweis der Transgene 
wurde zunachst genomische DNA aus den entsprechen- 
den Geweben (Kartof f elknollen oder Zuckerruben- 
Speicherwurzel ) isoliert. Jewells 30 ng genomische 
DNA wurde als Template fur eine Polymerase- 

20 Kettenreaktion (PCR; Saki et al . , Science, 239 
(1988), 487-491) verwendet. Als Primer dienten 
genspezif ische Sonden aus dem 5'- und 3'-Bereich 
der Saccharose-Isomerase aus Protaminobacter 
rubrum, der Sorbit-Dehydrogenase aus Gluconobacter 

25 suboxidans und der Mannit-Dehydrogenase aus Pseu- 
domonas fluorescens. Die Reaktionen wurden jeweils 
in einer Losung mit einem Gesamtvolumen von 50 
enthaltend 1 |llM der 3' - und 5 r -Primer , 0,2 mM 
dNTPs, 1,5 mM MgCl 2 , 50 mM KC1 und 20 mM Tris-HCl, 

30 pH-Wert 8,4, mit 1 E Tag-Polymerase (Gibco-BRL) 
durchgef uhrt - Die PCR-Ansatze wurden jeweils 
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40 Zyklen mit 1-miniitiger Denaturierung bei 95°C, 
1-minutiger Primeranlagerung bei 65°C und 
2, 5-minutiger Synthese bei 72°C unterworfen, wobei 
eine 10-minutige abschlieftende Synthese zur Ketten- 
5 ' Vervollstandigung die gesamte Reaktion beendete. 
Die Analyse der Reaktionsprodukte erfolgte mittels 
Gelelektrophorese, wobei das dem jeweiligen Trans- 
gen entsprechende PCR-Produkt liber die Fragment- 
groBe bestimmt wurde . Nach Subclonierung und par- 
10 tieller Sequenzierung der PCR-Produkte konnten die 
Transgene eihdeutig identif iziert werden. 

Beispiel 11: 

Nachweis der Saccharose-Isomerase-Aktivitat in 
15 trans formiert em Gewebe 

Der Nachweis der Saccharose-Isomerase-Aktivitat in 
transf ormierten Kartof f elknollen wurde wie folgt 
durchgef iihrt . Kartof f elknollen transgener Kartof- 
felpflanzen und der als Kontrolle verwendeten Wild- 

20 typ-Varietat Desiree wurden zerkleinert und jeweils 
2 bis 5 g des zer kleinerten Materials wurden nach 
Zugabe von 50 ml kochendem Wasser in einem Omni- 
Mixer 2 min homogenisiert und anschlieftend 15 min 
in einem Wasserbad bei 95°C erhitzt. Der Nachweis 

25 von Isomaltulose erfolgt nach Zentrif ugation und 
Verdunnung des Uberstandes mit Hilfe des HPAEC- 
Verfahrens. Die dabei erhaltenen Ergebnisse sind in 
Tabelle 1 dargestellt. 


30 
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Tabelle 1: Nachweis von Isomaltulose in transgenen 
Kartof f elpf lanzen 

g Isomaltulose/kg Frischgewicht 


Desiree 1 



0,0 

Desiree 2 



0,0 

Desiree 3 



0,0 

transgene 

Probe 

1 

23, 6 

transgene 

Probe 

2 

14, 0 

transgene 

Probe 

3 

44,8 

transgene 

Probe 

4 

31,4 

transgene 

Probe 

5 

38,5 


15 
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Anspriiche 

5 1. Transgene Pflanze, die in mindestens einer ihrer 
Zellen aus in der Pflanze gebildeter Saccharose 
Isomaltulose erzeugen kann, wobei die Pflanze in 
der mindestens einen Zelle eine, stabil integrierte 
und in ihr exprimierbare Nucleotidsequenz enthalt, 
10 die die Aktivitat einer Saccharose-Isomerase co- 
diert . 

2. Transgene Pflanze nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, class diese in der mindestens einen 
Zelle eine zusatzliche stabil integrierte und 
15 exprimierbare Nucleotidsequenz enthalt, die die Ak- 
tivitat einer Sorbit-Dehydrogenase codiert und die 
die Zelle in die Lage versetzt, aus der gebildeten 
Isomaltulose 6-O-a-D-Glucopyranosyl-D-s orbit (1, 6- 
GPS) zu erzeugen. 

20 3. Transgene Pflanze nach Anspruch 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, dass diese in der mindestens 
einen Zelle eine zusatzliche stabil integrierte und 
exprimierbare Nucleotidsequenz enthalt, die die Ak- 
tivitat einer Mannit-Dehydrogenase codiert und die 

25 die Zelle in die Lage versetzt, aus der gebildeten 
Isomaltulose 1-0-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (1,1- 
GPM) zu erzeugen. 

4. Transgene Pflanze nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass diese in der mindestens einen 
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Zelle eine zusatzliche stabil - integrierte und 
exprimierbare Nucleotidsequenz , die die Aktivitat 
einer Sorbit-Dehydrogenase codiert, und eine zu- 
satzliche stabil integrierte und exprimierbare Nuc- 
5 leotidsequenz enthalt, die die Aktivitat einer Man- 
nit-Dehydrogenase codiert, wobei diese Nucleotidse- 
quenzen die Zelle in die Lage versetzen, aus der 
gebildeten Isomaltulose l-O-a-D-Glucopyranosyl-D- 
mannit und 6-O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit zu er- 
10 zeugen. 

5. Transgene Pflanze, die in mindestens einer ihrer 
Zellen eine stabil integrierte und exprimierbare 
Nucleotidsequenz enthalt, die die Aktivitat einer 
Sorbit-Dehydrogenase codiert . 

15 6. Transgene Pflanze, die in mindestens einer ihrer 
Zellen eine stabil integrierte und exprimierbare 
Nucleotidsequenz enthalt, die die Aktivitat einer 
Mannit-Dehydrogenase codiert . 

7. Transgene Pflanze nach einem der Ansprtiche 1 bis 
20 6, dadurch gekennzeichnet , dass sie eine Kartoffel 

ist • 

8. Transgene Pflanze nach einem der Ansprtiche 1 bis 

6, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine Zuckerrube 
ist . 

25 9. Transgene Pflanze nach einem der Ansprtiche 1 bis 
8, dadurch gekennzeichnet, dass die Nucleotidse- 
quenz in einem Pf lanzen-Vektor enthalten ist. 
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10. Transgene Pflanze nach Anspruch 9, wobei die 
codierende Nucleotidsequenz eine cDNA oder eine 
genomische DNA-Sequenz ist. 

11. Transgene Pflanze nach Anspruch 10, wobei die 
5 Saccharose-Isomerase codierende Nucleotidsequenz 

aus einem Mikroorganismus , insbesondere aus einem 
Mikroorganismus der Gattung Protaminobacter , Erwi- 
nia, Serratia, Leuconostoc, Pseudomonas, Agrobacte- 
rium oder Klebsiella, die Sorbit-Dehydrogenasen co- 

10 dierende Nucleotidsequenz aus einem Mikroorganis- 
mus, insbesondere aus einem Mikroorganismus der 
Gattung Gluconobacter, und die Mannit-Dehydrogenase 
aus einem Mikroorganismus, insbesondere aus einem 
Mikroorganismus der Gattung Pseudomonase, erhalt- 

15 lich ist. 

12. Transgene Pflanze nach einem der Anspriiche 1 
bis 11, wobei die codierende Nucleotidsequenz unter 
der f unktionellen Kontrolle mindestens eines regu- 
latorischen Elementes steht, das die Transkription 

20 in pflanzlichen Zellen gewahrleistet . 

13. Transgene Pflanze nach Anspruch 12, wobei das 
mindestens eine regulatorische Element ein Promo- 
tor, insbesondere ein pflanzenspez if ischer Promotor 
ist . 

25 14. Transgene Pflanze nach Anspruch 13, wobei der 
Promotor ein gewebe- oder organspezif ischer , vor- 
zugsweise ein speicherorganspezif ischer Promotor 
ist . 

15. Transgene Pflanze nach einem der Anspriiche 1 
30 bis 14, wobei die codierende Nucleotidsequenz im 
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Leseraster entweder an eine Signalsequenz fusio- 
niert ist, welche ein Signalpeptid codiert, das den 
Transport des Proteins mit der Aktivitat einer Sac- 
charose-Isomerase, des Proteins mit der Aktivitat 
5 einer Sorbit-Dehydrogenase oder des Proteins mit 
der Aktivitat einer Mannit-Dehydrogenase zu einem 
bestimmten Zell kompart iment oder einer bestimmten 
Zellorganelle gewahrleistet , oder nicht an eine 
Signalsequenz fusioniert ist, so daft das Protein 
10 mit der Aktivitat einer Saccharose-Isomerase, das 
Protein mit der Aktivitat einer Sorbit- 
Dehydrogenase oder das Protein mit der Aktivitat 
einer Mannit-Dehydrogenase im Cytosol lokalisiert 
ist . 

15 16. Transgene Pflanze nach einem der Anspruche 1 
bis 15, wobei die codierende Nucleotidsequenz funk- 
tionell mit Terminations- und/oder Polyadenylie- 
rungssignalen verbunden ist. 

17 . Vermehrungs- und/oder Erntematerial einer 
20 Pflanze nach einem der Anspruche 1 bis 16. 

18. Verfahren zur Herstellung einer transgenen 
Pflanze nach Anspruch 1, umfassend 


a) die Transformation 
zellen mit einer die 
25 Isomerase codierenden 


einer oder mehrerer Pflanzen- 
Aktivitat einer Saccharose- 
Nucleotidsequenz , 


b) die Integration der Nucleotidsequenz in das Ge~ 
nom der transf ormierten Zelle(n) und 

c) die Regeneration von Pflanzen, die aus Saccharo- 
se Isomaltulose erzeugen. 
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19. Verfahren zur Herstellung einer transgenen 
Pflanze nach einem der Anspruche 1 bis 4, umfassend 

a) die Transformation einer oder mehrerer Pflanzen- 
zellen mit einer oder mehreren Nucleotidsequenz (en) 

5 ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus einer die 
Aktivitat einer Saccharose-Isomerase codierenden 
Nucleotidsequenz, einer die Aktivitat einer Sorbit- 
Dehydrogenase codierenden Nucleotidsequenz und ei- 
ner die Aktivitat einer Mannit-Dehydrogenase codie- 
10 renden Nucleotidsequenz, 

b) die Integration der Nucleotidsequenz ( en) in das 
Genom der transf ormierten Zelle (n) und 

c) die Regeneration von Pflanzen, die Sorbit- 
Dehydrogenase , Mannit-Dehydrogenase- und/oder Sac- 

15 charose-Isomerase erzeugen. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, wobei die Transfor- 
mation eine Cotransf ormation der jeweils eingesetz- 
ten Nucleotidsequenzen ist. 

21. Verfahren nach Anspruch 19, wobei die zu trans- 
20 formierenden Zellen transgene Zellen sind, die mln- 

destens eine stabil integrierte Nucleotidsequenz 
enthalten, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
einer die Aktivitat einer Saccharose-Isomerase co- 
dierenden Nucleotidsequenz, einer die Aktivitat ei- 
25 ner Sorbit-Dehydrogenase codierenden Nucleotidse- 
quenz und einer die Aktiviat einer Mannit- 
Dehydrogenase codierenden Nucleotidsequenz. 
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22. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 20, 
dadurch gekennzeich.net, dass die transf ormierte (n) 
Nucleotidsequenz (en) in einem Pf lanzenvektor ent- 
halten sind. 

5 23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei die codieren- 
de (n) Nucleotidsequenz (en) eine cDNA oder eine ge- 
nomische DNA Sequenz ist (sind) . 

24. Verfahren nach Anspruch 23, wobei die Saccharo- 
se-Isomerase codierende Nucleotidsequenz aus einem 

10 Mikroorganisrnus, insbesondere aus einem Mikroorga- 
nismus der Gattung Protaminobacter , Erwinia, Serra- 
tia, Leuconostoc, Pseudomonas, Agrobacterium oder 
Klebsiella, die Sorbit-Dehydrogenase codierende 
Nucleotidsequenz aus einem Mikroorganisrnus , insbe- 

15 sondere aus einem Mikroorganisrnus der Gattung Glu- 
conobacter, und die Mannit-Dehydrogenase codierende 
Nucleotidsequenz aus einem Mikroorganisrnus, insbe- 
sondere einem Mikroorganisrnus der Gattung Pseudomo- 
nas, erhaltlich ist. 

20 25. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 24 
wobei die codierende (n) Nucleotidsequenz ( en) je- 
weils unter der f unktionellen Kontrolle mindestens 
eines regulatorischen Elementes steht/stehen, das 
die Transkription in pflanzlichen Zellen gewahr- 

25 , leistet. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei das mindes- 
tens eine regulatorische Element ein Promotor, ins- 
besondere ein pf lanzenspezif ischer Promotor ist. 
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27. Verfahren nach Anspruch 26, wobei der Promotor 
ein gewebe- oder organspezif ischer , vorzugsweise 
ein speicherorganspezif ischer Promotor ist. 

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 27, 
5 wobei die codierende (n) Nucleotidsequenz (en) entwe- 

der im Leseraster an eine Signalsequenz fusioniert 
ist (sind) , welche ein Signalpeptid codiert, das 
den Transport des codierten Proteins zu einem be- 
st immt en Zellkompartiment oder einer bestimmten 
10 Zellorganelle gewahrleistet , oder nicht an eine 
Signalsequenz fusioniert ist, so daft das codierte 
Protein im Cytosol lokalisiert ist. 

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 28, 
wobei die codierende (n) Nucleotidsequenz (en) funk- 

15 tionell mit Terminations- und/oder Polyadenylie- 
rungssignalen verbunden ist (sind). 
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